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Zusammenfassung  Dieser  Artikel  gibt  einen  Überblick  über  die  Platinspeziation  im  Hin-
blick  auf  Pt-haltige  Medikamente,  die  zur  Krebstherapie  eingesetzt  werden.  Zunächst  werden
die  verfügbaren  Medikamente  auf  Platin-Basis  vorgestellt  und  ihr  vermuteter  Reaktionsme-
chanismus  wird  beschrieben.  Inzwischen  ist  allgemein  akzeptiert,  dass  diese  Pt-Komplexe
ihre  therapeutische  Wirkung  durch  koordinative  Bindung  an  die  DNA  entfalten,  was  zur
Biegung  der  DNA-Struktur  und  zur  Inhibierung  der  DNA-Polymerasereaktion  führt.  Dosislimi-
tierende  Nebenwirkungen,  wie  z.  B.  Nephrotoxizität  und  Resistenz  gegenüber  einigen  dieser
Pt-Verbindungen,  stellen  jedoch  immer  immer  noch  ein  erhebliches  Problem  dar.  Die  Platin-
speziation  rückte  immer  mehr  in  das  Zentrum  des  Interesses,  als  bekannt  wurde,  dass  (1)  die
aktiven  Wirkstoffen  nicht  die  ursprünglich  verabreichten  Medikamente  selbst,  sondern  deren
Hydrolyseprodukte  sind  und  dass  (2)  die  gleichzeitige  Bildung  inaktiver  Pt-Proteinkomplexe,
die die  Wirksamkeit  der  antitumoralen  Pt-Medikamente  zusätzlich  reduzieren,  mit  der  Bil-
dung  der  zytotoxischen  Pt-DNA-Läsionen  konkurrieren.  Es  wurden  auf  Chromatographie  oder
Kapillarelektrophorese  beruhende  Methoden  der  Speziationsanalyse  eingesetzt  und  jeweils  in
Kombination  mit  Massenspektrometrie  (MS)  mit  induktiv  gekoppeltem  Plasma  (ICP)  oder  mit
Elektrospray-Ionisation-(ESI-)Massenspektrometrie  angewendet.
Im Artikel  werden  diese  Pt-Speziationsexperimente  beschrieben,  die  mit  Untersuchungen
zur Hydrolysekinetik  in  wässriger  Lösung  ihren  Anfang  nahmen.  Auf  diese  Experimente  folg-
ten  Speziationsuntersuchungen  in  Modelllösungen,  die  Proteine  oder  schwefelhaltige  Liganden
enthielten,  welche  ebenfalls  für  die  Deaktivierung  des  Pt-Wirkstoffs  in  vivo  verantwortlich
sein könnten.  Die  Experimente  führten  zu  einem  besseren  Verständnis  der  metabolischen
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Form,  in  der  der  Metallkomplex  in  die  Tumorzellen  gelangt.  Außerdem  wurde  mit  ihnen
geklärt, ob  der  metabolisierte  Komplex  zu  diesem  Zeitpunkt  schon  inaktiviert  ist  und,  wenn
ja, auf  welche  Weise.  Beispielsweise  wurde  die  Kinetik  der  Reaktion  von  Cisplatin  (cis-
[Diammindichloroplatin(II)]) mit  Albumin,  Transferrin,  Myoglobin,  Ubiquitin  und  Metallothionein
untersucht und  die  Reaktionsprodukte  wurden  speziiert.
Darüber  hinaus  führten  verschiedene  Forschungsgruppen  Pt-Speziationsuntersuchungen  im  Serum
behandelter  Krebspatienten  durch,  die  im  Abschnitt  ,,Untersuchungen  in  Serum  oder  Plasma’’
dargestellt  sind.
Der Abschnitt  ,,Untersuchungen  im  Urin  behandelter  Krebspatienten’’  befasst  sich  mit  Spe-
ziationsexperimenten  an  denjenigen  Metaboliten  der  Pt-Komplexe,  die  vom  Organismus
ausgeschieden werden.  Auf  diese  Weise  könnte  sich  eine  Beurteilung  des  in-vivo-Metabolismus
Pt-haltiger Medikamente  durchführen  lassen.  Schließlich  werden  im  letzten  Abschnitt  des  Artikels
analytische  Techniken  beschrieben,  die  für  die  Entwicklung  neuer  metallhaltiger  Krebsmedika-
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inleitung: Pt-haltige Medikamente und
irkmechanismus
orschungsarbeiten  über  Platin  waren  hauptsächlich  durch
eine Verwendung  in  Arzneimitteln  und  seine  Emission  in
ie Umwelt  motiviert.  Historisch  gesehen  wurde  die  Platin-
peziation anfangs  wegen  der  Akkumulation  des  Edelmetalls
n der  Umwelt  durchgeführt,  insbesondere  nach  Einfüh-
ung von  Katalysatoren  auf  Pt-Basis  für  Kraftfahrzeuge.
edoch wurde  die  Pt-Speziation  bald  auf  biologische  und
linische Fragestellungen  ausgedehnt,  da  Pt  Allergien  aus-
ösen kann  und  weil  es  -  seine  interessanteste  Eigenschaft  -
as Schlüsselmetall  in  vielen  Krebsmedikamenten  ist.  Seine
harmakologische Anwendung  bei  der  Krebstherapie,  seine
irkungskinetik in  vivo  und  sein  Vorliegen  im  Abwasser  von
liniken veranlasste  die  Speziation  von  Pt  insbesondere  im
inblick auf  den  Grad  der  Aktivierung  und  Inaktivierung  von
t-Verbindungen während  der  Krebstherapie.  Hauptsächlich
iese pharmakologischen  Aspekte  der  Pt-Speziation  werden
n diesem  Artikel  besprochen.
Der  Antitumor-Mechanismus  von  Platin:  Bei  verschie-
enen Tumorarten  kann  die  Mortalitätsrate  durch  die
nwendung hochaktiver  Medikamente,  die  häuﬁg  Metal-
atome enthalten,  dramatisch  gesenkt  werden.  Dies  gilt
inhibieren,  ein  Befund,  der  für  die  Krebstherapie  von
höchster Bedeutung  war  und  1965  von  Rosenberg  et  al.
erstmals publiziert  wurde  [1].  Inzwischen  wurde  für  eine
Reihe von  Pt-haltigen  Verbindungen  gezeigt,  dass  sie
antitumorale Aktivität  oder  in  dieser  Hinsicht  zumindest
vielversprechende Eigenschaften  aufweisen.  Einige  davon,
z. B.  Cisplatin  und  Carboplatin  ({(SP-4-2)-Diammin[1,1-
cyclobutandi(-carboxylato-O)-(2-)]platin(II)}),  werden  zur
Chemotherapie von  Hoden-,  Ovarial-,  Kopf-,  Hals-,  Blasen-
und Lungenkarzinomen  eingesetzt.  Cisplatin  war  das  erste
Pt-haltige Medikament,  das  bei  der  Krebsbehandlung  ange-
wendet wurde,  und  kann  als  die  Stammverbindung  dieser
Klasse von  Antitumor-Wirkstoffen  gelten  [2].
In  den  letzten  drei  Jahrzehnten  wurden  vielerlei  Anstren-
gungen im  Hinblick  auf  die  Synthese  und  die  Erprobung
der tumorinhibierenden  Eigenschaften  neuer  Metallkom-
plexe unternommen,  die  u.  a.  Pt,  Ru  oder  Pd  enthalten,
mit dem  Hauptziel,  neue  Krebsmedikamente  zu  entwickeln.
Von diesen  erhofft  man  sich  bessere  Wirksamkeit,  höhere
Selektivität für  Tumorgewebe,  geringere  Toxizität,  ein
breiteres Aktivitätsspektrum,  weniger  Resistenzentwicklung
durch die  Tumorzellen  und  günstigere  pharmakologische
Eigenschaften (z.  B.  die  Möglichkeit  der  oralen  Einnahme)
im Vergleich  zu  Cisplatin.  Jedoch  wurde  bisher  von  Tau-
Cet article est publié en Open Access sous licence CC BY-NC-NDnsbesondere für  Medikamente  auf  Platin-Basis,  die  bei
er Behandlung  einer  Vielzahl  von  Malignomen  zu  den
ffektivsten Wirkstoffen  gehören.  In  den  1960er  Jahren
ntdeckte Roberts,  dass  Pt-Komplexe  die  Zellteilung
s
g
u
zenden getesteter  metallhaltiger  Verbindungen  nur  ein
eringer Teil,  etwa  30,  in  klinischen  Studien  geprüft,
nd nur  wenige  der  Pt-haltigen  Wirkstoffe  sind  weltweit
ugelassen worden  [3,4].  Beispielsweise  ist  für  Cisplatin
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und  Carboplatin  gleichermaßen  bekannt,  dass  die  cis-
Diamminplatin(II)-Spezies  zytotoxische  Aktivität  aufweisen,
die trans-Diamminplatin(II)-Spezies  dagegen  nicht.  Der
Unterschied zwischen  den  beiden  Isomeren  hinsichtlich
der Antitumor-Aktivität  wird  der  Tatsache  zugeschrie-
ben, dass  das  trans-Isomer  aufgrund  des  180◦-Winkels
zwischen seinen  semi-labilen  Chlorid-  bzw.  Carboxylat-
Liganden keine  1,2-GpG-Intrastrangvernetzungen  ausbilden
kann [5].  Weiterführende  Untersuchungen  konzentrierten
sich auf  Oxaliplatin  {(SP-4-2)-[(1R,2R)Cyclohexandiamin-
2N,N’][(ethandioato(2-)-2O1,O2]-platin(II)},  das  in  Frank-
reich zur  Behandlung  von  Kolorektalkarzinomen  zugelassen
ist. Bei  Tests  an  Cisplatin-resistenten  Tumoren  wies  Oxali-
platin keine  Kreuzresistenz  mit  Cisplatin  auf  und  zeigte  auch
nur geringe  Nephrotoxizität.
Derzeit werden  drei  intravenös  zu  verabreichende
Pt(II)-Komplexe,  Cisplatin,  Carboplatin  und  Oxaliplatin,
weltweit in  der  klinischen  Praxis  eingesetzt  [6].  Abgesehen
von diesen  drei  Medikamenten  haben  Nedaplatin  {(SP-4-3)-
diammin[(hydroxyl-O)acetat(2-)-O]platin(II)},  Lobaplatin
{(SP-4-3)-[(1R,2R)-1,2-cyclobutandimethanamin-
N,N’][(2S)-2-(hydroxy-O)propanoato(2-)O]platin}
und  Heptaplatin  {(SP-4-2)-[(4R,5R)-2-(1-methylethyl)-1,2-
dioxolan-4,5-dimethanamin-N4,N5][propandioato(2-)-
O1,O3]platin}  ausschließlich  lokal  begrenzte  Anwendung
als Krebsmedikamente  in  Japan,  China  bzw.  Südkorea
gefunden [4,7—9].  Weiterhin  werden  etwa  10  Platinver-
bindungen in  klinischen  Studien  getestet,  darunter  der
oral zu  verabreichende  Pt(IV)-komplex  Satraplatin  {(OC-
6-43)-bis(acetato-O)ammindichloro(cyclohexanamin-
N)platin(IV),JM216}[7,10].  In  Abb.  1  ist  die  chemische
Struktur von  vier  wichtigen  Pt-haltigen  Medikamenten
dargestellt.
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Abb.  1  Die  chemischen  Strukturen  von  Cisplatin  (a),  Carboplatin  (b
mit  freundlicher  Genehmigung  von  Elsevier.81
Roberts  und  Pascoe  haben  als  erste  die  Interaktion  zwi-
chen Pt  und  DNA  nachgewiesen  -  inzwischen  das  allgemein
kzeptierte Konzept  für  die  therapeutische  Wirkung  nicht
ur von  Cisplatin  sondern  auch  von  allen  anderen  der
ben erwähnten  Metallkomplexe.  Diese  Pt-Spezies  gehen
ine koordinative  Bindung  mit  der  DNA  ein,  was  zu  einer
iegung der  DNA-Struktur  um  30◦ bis  40◦ führt  [11—13].
chließlich wird,  als  Konsequenz  der  Inhibierung  der  DNA-
olymerasereaktion [14],  Apoptose  bzw.  Nekrose  in  der
rebszelle induziert  [15].  Die  Addukte  aus  Platin  und  DNA
der (Oligo-)Nukleotiden  sind  ausführlich  charakterisiert
orden [4,10,16—18].  Als  bevorzugtes  Ziel  in  der  DNA  wur-
en die  Guanin-Reste  identiﬁziert,  mit  denen  die  meisten
ntrastrang-Addukte zwischen  den  Pt-Komplexen  und  der
NA ausgebildet  werden.  Unglücklicherweise  sind  alle  diese
t-haltigen Medikamente  jeweils  nur  gegen  eine  begrenzte
nzahl von  Tumorarten  chemotherapeutisch  wirksam  und
ie Behandlung  selbst  ist  von  erheblichen  Nebenwirkun-
en begleitet.  Zu  diesen  dosislimitierenden  Nebenwirkungen
ehört auch  Nephrotoxizität,  die  zwar  in  Pt-basierten
edikamenten der  zweiten  Generation  wie  Carboplatin
eduziert ist,  jedoch  immer  noch  ein  großes  Problem  bei
er Krebstherapie  darstellt.  Schließlich  verhindert  auch  die
on den  Krebszellen  entwickelte  Resistenz  gegen  Cispla-
in und  verwandte  Verbindungen  eine  wirksame  Behandlung
estimmter Arten  von  Neoplasien.
Die  Efﬁzienz,  mit  der  Pt-haltige  Medikamente  eine  koor-
inative Bindung  an  die  DNA  eingehen,  ist  von  zweierlei
bhängig: einerseits  von  der  Bildung  des  tatsächlich  aktiven
ydrolyseprodukts und  andererseits  davon,  ob  es  durch  Bin-
ung an  Serumproteine  oder  schwefelhaltige  Aminosäuren
der Peptide  inaktiviert  wird.  Die  genaue  Rolle,  die  Pt-
roteinkomplexe bei  der  Aktivität  der  Medikamente  spielen,
),  Lobaplatin  (c)  und  Oxaliplatin  (d).  Aus  Timerbaev  et  al.  [25],
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uss  jedoch  noch  geklärt  werden.  In  einigen  Publikatio-
en wurde  vorgeschlagen,  dass  Cisplatin-bindende  Proteine
ie Ursache  für  viele  der  Nebenwirkungen  des  Medikaments
ein könnten  [19].  Inzwischen  ist  klar,  dass  die  Bildung
on Pt-Proteinkomplexen,  die  effektiv  mit  der  Bildung  der
ytotxischen Pt-DNA-Läsionen  kompetiert,  die  Wirksamkeit
on Pt-haltigen  Krebsmedikamenten  reduzieren  kann  und
ass der  Pt-Proteinkomplex  keine  signiﬁkante  Antitumor-
ktivität aufweist  [5].
Da  der  Abbau  der  Pt-haltigen  Medikamente  zu  den  akti-
en Hydrolysaten  erster  Ordnung  zeitabhängig  ist,  richtet
ich die  Reaktivität  der  Medikamente  nach  der  Hydroly-
ekinetik. Diese  Hydrolysekinetik  wiederum  wird  negativ
eeinﬂusst durch  parallel  ablaufende  Inaktivierungsreak-
ionen, die  durch  die  Bindung  des  Pt-Medikaments  an
erumproteine und  -peptide,  zumeist  über  Schwefelgrup-
en, ausgelöst  werden.
Daher  muss  Interaktionen  des  metallhaltigen  Medika-
ents mit  makromolekularen  Komponenten  des  Blutes
esondere Aufmerksamkeit  gewidmet  werden.  Solche
akromoleüle können  anschließend  vom  Tumorgewebe  auf-
enommen werden  und  darin  akkumulieren.  In  diesem
usammenhang stellt  die  Bindung  an  Serumproteine  einen
ichtigen Aspekt  dar,  wenn  diese  Proteine,  also  z.  B.  Albu-
in oder  Transferrin,  eine  Funktion  beim  Pt-Transport
aben könnten.  Solche  Interaktionen  bestimmen  auch  die
esamtverteilung und  Exkretion  des  Medikaments  sowie
nterschiede bei  Wirksamkeit,  Aktivität  und  Toxizität  [20].
Folglich  war  es  das  Ziel  der  Forscher,  den  Wirkmecha-
ismus von  Pt-haltigen  Medikamenten  aufzudecken,  indem
ie deren  Speziation  nach  Aktivierung  durch  Hydrolyse  oder
ach  Inhibierung  durch  Serumproteine  untersuchten.  Die
ingesetzten Methoden  der  Speziationsanalyse  basierten
uf Chromatographie  oder  Kapillarelektrophorese  und
urden jeweils  in  Kombination  mit  Massenspektrome-
rie (MS)  mit  induktiv  gekoppeltem  Plasma  (ICP)  oder
it Elektrospray-Ionisierungs-(ESI-)Massenspektrometrie
ngewendet.
Die Arbeiten  begannen  mit  der  Untersuchung  der
ydrolysekinetik der  Pt-haltigen  Medikamente  in  wässri-
er Lösung  (Abschnitt  ,,Speziation  von  Hydrolysaten:
ntersuchungen  in  wässriger  Lösung’’),  gefolgt  von  Expe-
imenten zur  Hydrolysekinetik  in  Modelllösungen,  die
roteine und/oder  schwefelhaltige  Liganden  enthielten
Abschnitt ,,Untersuchungen  in  Modelllösungen,  die  Prote-
ne und/oder  andere  schwefelhaltige  Liganden  enthalten’’).
on den  letzteren  Experimenten  erwartete  man  sich  wei-
ere Informationen  zu  den  komplexen  Wechselwirkungen
wischen der  Hydrolyse/Aktivierung  und  der  Inaktivie-
ung/Elimination der  Pt-Medikamente  aus  dem  reaktiven
ool. Unterstützende  Untersuchungen  wurden  anschlie-
end im  Serum  (Abschnitt  ,,Untersuchungen  in  Serum
der Plasma’’)  und  Urin  (Abschnitt  ,,Untersuchungen
m  Urin  behandelter  Krebspatienten’’)  von  Patienten
urchgeführt.
In Urinproben  kann  auch  die  zeitabhängige  Pt-Speziation
ach kompletter  Metabolisierung  und  Exkretion  unter-
ucht werden.  Darüber  hinaus  kann  die  Pt-Speziation  zur
bschätzung von  möglichen  Risiken  durch  Krankenhaus-
bwasser beitragen.  Schließlich  wurde  dieselbe  Analyse-
trategie auch  bei  der  Entwicklung  neuer  Pt-Medikamente
ngewendet.
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ässriger Lösung
ann  et  al.  [21]  setzten  die  HPLC-ICP-MS  zur  Spezia-
ion von  Cisplatin  und  seinen  Abbauprodukten  in  Wasser
ei verschiedenen  Chloridkonzentrationen  ein.  Diese  Studie
asierte  auf  dem  Befund,  dass  die  Kinetik  des  Cisplatinab-
aus zu  hydrolysierten,  aktiven  Formen  langsam  erfolgt
nd anscheinend  von  der  Cl--Konzentration  abhängig  ist.
n Anwesenheit  von  ﬂüssigem  Medium,  das  nur  geringe
onzentrationen an  Chlorid  enthielt,  bildeten  sich  sowohl
er Monohydratkomplex  cis-[PtCl(NH3)2(H2O)]+ als  auch  der
ihydratkomplex cis-[Pt(NH3)2(H2O)2]2+.  Der  Monohydrat-
omplex hat  sich  als  die  zytotoxischere  Spezies  von  den
eiden Cisplatin-Hydraten  herausgestellt.  Beide  hydratisier-
en Spezies  binden  über  Intra-  und  Interstrang-Crosslinks  an
en Guanosin-Rest  der  DNA  [22].
Bei  ihrer  grundlegenden  Arbeit  wendeten  Hann  und  Mitar-
eiter zur  exakten  Quantiﬁzierung  die  spezies-unspeziﬁsche
ost-column-Isotopenverdünnungsanalyse  in  Verbindung  mit
CP-MS  zur  Bestimmung  der  Isotopen 194Pt  und 196Pt  an  [21].
ur Beurteilung  des  kinetischen  Proﬁls  wurden  frisch  her-
estellte Cisplatin-Lösungen  mit  einer  Konzentration  von
 mg/l  (in  0,  50  und  100  mg/l  Cl−) sofort  sowie  anschließend
8 Stunden  lang  in  regelmäßigen  Abständen  von  1,6  Stun-
en und  zuletzt  noch  einmal  nach  48  Stunden  analysiert.
ie Kinetik  der  Hydratation  von  Cisplatin  wurde,  unter  der
nnahme, dass  die  Chloridkonzentration  in  der  50-mg/l-  und
er 100-mg/l-Lösung  konstant  blieb,  als  pseudo-erster  Ord-
ung angesehen.  Bei  diesen  hohen  Chloridkonzentrationen
ar die  Bildung  neuer,  unbekannter  Verbindungen  ausge-
chlossen, da  die  Summe  der  Konzentrationen  von  Cisplatin,
onoaqua-Cisplatin und  Diaqua-Cisplatin  während  der  Mes-
ungen stets  konstant  blieb  [21].
Darüber  hinaus  waren  die  Autoren  in  der  Lage,  milli-
olare Mengen  von  Cisplatin  in  ausschließlich  wässriger
ösung zu  inkubieren  und  Chlorid  in  ihr  kinetisches  Modell
u integrieren.  Diese  Modellhydrolyse  von  Cisplatin  und
onoaqua-Cisplatin konnte  ebenfalls  als  Reaktion  erster
rdnung behandelt  werden,  im  Gegensatz  zu  den  früheren
odellen mit  Cisplatin  in  Lösungen  hoher  Chloridkonzen-
ration nahm  jedoch  die  Summe  der  Konzentrationen  von
isplatin, Monoaqua-Cisplatin  und  Diaqua-Cisplatin  wäh-
end der  Reaktion  ab,  während  die  Summe  unbekannter
t-Spezies zunahm.  Die  errechneten  Reaktionsgeschwindig-
eiten betrugen  1,79  x  10-5/s,  1,68  x  10-5/s  und  2,06  x  10-5/s
ei einer  Chloridkonzentration  von  0,  50  bzw.  100  mg/l,
eweils für  den  ersten  Aquationsschritt.  Die  Geschwindig-
eitskonstanten der  Reaktionen  wurden  in  das  kinetische
odell eingeführt  und  am  Computer  wurden  Ausgleichskur-
en berechnet.  Dies  ist  in  Abb.  2  dargestellt.
Es  sollte  angemerkt  werden,  dass  der  Versuchsaufbau
ffenbar zuverlässig  funktionierte  und  anderen  überlegen
ar, da  bei  dem  System  zur  Auftrennung  der  Spezies  Pro-
leme vermieden  worden  waren,  die  andere  Autoren  mit
rganischen Elutionsmitteln  wie  Acetonitril  beobachtet  hat-
en (z.  B.  [23]).
Wenclawiak und  Wollmann  [24]  präsentierten  einen
nderen analytischen  Ansatz  zur  Auftrennung  verschiedener
Anwendung  der  Platinspeziation  
Abb.  2  Abbau  von  Cisplatin  bei  einer  Chloridkonzentration
von 0  mM.  Die  durchgezogenen  Linien  geben  die  Ausgleichskur-
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Wven der  Reaktionsgeschwindigkeiten  an.  Aus  Hann  et  al.  [21],
mit freundlicher  Genehmigung  der  Royal  Society  of  Chemistry.
Platin-Medikamente  und  ihrer  Hydrolyseprodukte.  Ihre
Arbeit zielte  auf  die  kinetische  Messung  der  Stabiliät  von
Pt-Komplexen in  wässriger  Lösung  mithilfe  der  Kapillar-
elektrophorese. Die  SDS-Konzentration  und  der  pH-Wert
des Hintergrundelektrolyten  sowie  die  angelegte  Span-
nung und  die  Probeninjektionsbedingungen  wurden  so
optimiert, dass  die  Trennung  von  Cisplatin,  [cis-Diammin-
aquachloroplatin]+ und  [cis-Diammin-diaquaplatin]2+ in
einem Lauf  durchgeführt  werden  konnte.  Die  Methode
erlaubte die  Untersuchung  der  Stabilität  von  Cisplatin  in
Wasser oder  in  Natriumchloridlösungen  mit  Konzentratio-
nen von  100  mM  oder  4  mM  (der  Konzentration  im  Blut
bzw. Zytoplasma)  durch  Verfolgen  der  relativen  Abnahme
der Peak-Fläche  des  Medikaments  [25].  Außerdem  war  der
Abbau von  Cisplatin  von  der  Chloridkonzentration  abhängig.
Die kinetischen  Kurven  waren  den  von  Hann  et  al.  beschrie-
benen ähnlich  [21].
Zhang  et  al.,  die  sich  auf  die  Aquation  zweier
zweikerniger  antitumoraler  Pt-Komplexverbindungen
in 15  mM  Perchlorat-,  Acetat-  oder  Phosphatlösungen
konzentrierten,  wandten  bei  ihrer  Studie  die  NMR-
Spektroskopie an  [26].  Die  Geschwindigkeitskonstante
des  ersten  Aquationsschrittes  war  für  [{cis-
PtCl(NH3)(2)}(2)(mu-NH2(CH2)(6)NH2)](2+)  halb  so  groß
wie für  [{trans-PtCl(NH3)(2)}(2)(mu-NH2(CH2)(6)NH2)](2+),
jedoch waren  die  Geschwindigkeitskonstanten  für  die  Hin-
und die  Rückreaktionen  mit  Acetat  und  Phosphat  bei  beiden
Verbindungen recht  ähnlich,  so  dass  sich  nur  langsam,  näm-
lich erst  nach  etwa  80-100  h  Gleichgewichtsbedingungen
einstellten.
Nygren et  al.  entwickelten  eine  neue  Methode  zur
Pt-Speziation hydrophiler  und  hydrophober  Verbindungen
in einem  einzigen  Lauf,  indem  sie  hydrophile  Interakti-
onschromatographie  (HILIC)  mit  ICP-Massenspektrometrie
kombinierten  [23].  Die  Methoden  erforderten  weniger
Lösungsmittel bei  der  ICP-MS,  was  die  Sensitivität  für
den Analyten  und  die  Robustheit  des  Verfahrens  verbes-
serte. Die  Methode  bot  eine  wertvolle  Alternative  zur
raschen Analyse  freier  und  intakter  Krebsmedikamente  auf
Platin-Basis.  Dieser  Erfolg  motivierte  Falta  et  al.  [27],  das
Verfahren zur  Quantiﬁzierung  von  Platin-haltigen  Medika-
menten in  gespikten  Proben  von  Humanplasma  einzusetzen.
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iese  Experimente  werden  im  Abschnitt  ,,Untersuchungen
n  Serum  oder  Plasma’’  beschrieben.
ntersuchungen  in  Modelllösungen,  die  Proteine
nd/oder andere  schwefelhaltige  Liganden
nthalten
nteraktionen  mit  Proteinen
iner der  kritischsten  Engpässe  bei  der  Entwicklung  neuer
etallhaltiger Krebsmedikamente  besteht  in  der  Notwen-
igkeit genauerer  Informationen  über  die  metabolische
orm, in  der  der  Metallkomplex  in  die  Tumorzellen  gelangt
der darüber,  ob  dieser  metabolisierte  Komplex  zu  die-
em Zeitpunkt  schon  inaktiviert  ist  und,  wenn  ja,  auf
elche Weise.  Publizierten  Daten  zufolge  [15]  sind  Pt-
altige Medikamente  bereits  kurz  nach  der  Verabreichung
um größten  Teil  an  extra-  und  intrazelluläre  Proteine
ebunden. Ein  typischer  Ansatz  zur  Untersuchung  von
rotein-Medikamenten-Interaktionen  und  ihrer  jeweiligen
inetik besteht  in  der  Speziation  ungebundener  und  gebun-
ener Fraktionen  des  Pt-haltigen  Medikaments  mittels  SEC
28—30]. Solche  Untersuchungen  werden  v.  a.  unter  Ver-
endung von  Albumin  als  Interaktionspartner  für  Cisplatin
urchgeführt, es  wurden  jedoch  auch  Experimente  mit
-Globulin oder  sogar  Cytochrom  c  beschrieben  [6].  Ein
emeinsames Ergebnis  verschiedener  SEC-Studien  ist  die
weistuﬁge Natur  des  Bindungsprozesses,  wobei  der  erste
chritt schneller  abläuft.
In  einer  Arbeit  von  Timerbaev  et  al.  [31]  wurde  CE  ange-
endet, um  die  Interaktionen  von  Cisplatin  mit  Albumin
us Humanserum  (HSA)  zu  untersuchen.  Sie  fanden,  dass
ie Reaktionsgeschwindigkeit  höher  ist,  wenn  das  molare
erhältnis Cisplatin/HSA  erhöht  wird.  Die  kinetische  Kurve
eigte ein  Maximum  bei  einem  20-fachen  Überschuss  von
isplatin, wobei  10  Mol  Platin  pro  Mol  Protein  gebunden
aren. Dies  zeigte  eine  starke  Metall-Protein-Koordination
n verschiedenen  Bindungsstellen  im  HSA  an  und  anschei-
end nicht  nur  Bindung  an  einen  Cystein-Rest  des  Proteins
31]. Auch  die  Kombination  von  CE  und  ICP-MS  wurde  ver-
endet, um  die  Kinetik  der  Cisplatin-Albumin-Reaktion  zu
essen und  die  Anzahl  der  an  das  Protein  gebundenen  Medi-
amentenmoleküle zu  bestimmen  [25].  Wenn  das  molare
erhältnis Medikament/Protein  anstieg,  stieg  auch  die  Reak-
ionsgeschwindigkeit; das  Maximum  der  kinetischen  Kurve
urde bei  einem  20-fachen  Überschuss  von  Cisplatin  bei
twa 50  h  erreicht.  Die  Reaktion  wurde  als  pseudo-erster
rdnung mit  k  =  5,5  x  10-5/s  charakterisiert.  Dieses  kineti-
che Verhalten  wie  auch  die  Beobachtung,  dass  ein  größerer
eil des  Pt  gebunden  war,  widersprach  früheren  Ergebnissen,
ie anhand  der  Trennung  der  Pt-Spezies  durch  Größen-
usschlusschromatographie  erhaltenen  worden  waren.  Eine
ögliche  Erklärung  könnte  ein  generelles  Problem  bei
er Speziationsanalyse  sein:  die  Stabilität  des  Komple-
es (der  Spezies)  während  der  Trennung  an  stationären
hasen. Da  nämlich  bei  der  Kapillarzonenelektrophorese
CZE)  zur  Trennung  der  Pt-Spezies  deren  unterschiedliche
anderungsgeschwindigkeiten  im  elektrischen  Feld,  ent-prechend  ihren  unterschiedlichen  m/z-Werten,  genutzt
erden anstatt  der  Interaktion  mit  der  stationären  Phase,
ilt es  als  gesichert,  dass  die  Stabilität  der  Spezies  bei
er CZE  besser  gewahrt  bleibt  als  bei  der  Trennung  durch
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C  (z.  B.  SEC)  [32].  Die  abweichenden  Ergebnisse  der  frü-
eren, SEC-basierten  Experimente  wurden  daher  in  dieser
ublikation mit  einem  Verlust  der  Bindung  während  des
elﬁltrationsverfahrens erklärt,  das  zur  Abtrennung  des
ngebundenen Platins  verwendet  worden  war  [30].
Die  Gruppe  um  Sanz-Medel  [15]  verfolgte  einen  ,,Bottom-
p’’-Ansatz  bei  der  Untersuchung  der  Interaktionen  zwi-
chen Pt-Medikamenten  und  Proteinen.  HSA,  Transferrin
TF) und  Immunglobulin  G  (IgG)  wurden  mit  Cisplatin  in
teigenden Konzentrationen  inkubiert  und  dann  mittels
PLC—ICP-MS analysiert.  Die  Autoren  waren  in  der  Lage,
nnerhalb von  40  min  nicht  gebundenes  Cisplatin,  Cisplatin-
F und  Cisplatin-HSA  nachzuweisen.  Im  Fall  von  TF  wurden
arallel auch  die  Schwefel-  und  Eisen-Peaks  untersucht.
SA zeigte  innerhalb  von  24  h  völlige  Komplexierung,  da
ngenommen wurde,  dass  80  %  des  Medikaments  exkretiert
der anderswo  gespeichert  wurden.  Die  berechnete  moleku-
are Stöchiometrie  betrug  Pt:HSA  =  4:1.  Transferrin  bildete
benfalls Komplexe  mit  Pt.  Dies  war  an  den  parallel  eluie-
enden Peaks  für  S  (TF-Apoprotein),  Fe  (eisenbeladenes
F) und  Pt  ersichtlich.  Das  Addukt  wies  eine  Stöchiome-
rie von  1:1  auf.  Pt  ersetzte  offenbar  nicht  das  Eisen
n seiner  speziﬁschen  Bindungsstelle  im  Transferrin.  In
inem zweiten  Schritt  ihres  Bottom-up-Ansatzes  wurden  die
isplatin-Protein-Interaktionen durch  ESI-Q-TOF-MS  charak-
erisiert  [15].  Durch  diese  Experimente  konnte  zum  ersten
al gezeigt  werden,  dass  Cisplatin  zu  einer  Spaltung  von
isulﬁdbrücken im  HSA  mit  der  Möglichkeit  einer  intermole-
ularen Quervernetzung  des  Proteinmoleküls  führt.
Xie  et  al.  [5]  untersuchten  die  Reaktionsprodukte  nach
nkubation von  Carboplatin  mit  HSA  und  -Globulin,  da
eide Proteine  zusammen  mehr  als  80  %  des  gesamten  Plas-
aproteins ausmachen.  Innerhalb  einiger  Tage  nahm  der
arboplatin-Peak signiﬁkant  ab  und  stattdessen  nahm  ein
euer Peak  zu,  der  Carboplatin-HSA  zugeschrieben  wurde.
ach 21  Tagen  waren  mehr  als  70  %  des  Carboplatin  mit  HSA
omplexiert, wohingegen  -Globulin  in  diesem  Zeitraum  zu
inem Komplex  mit  einer  1:1-Stöchiometrie  reagierte.
Tatsächlich  wurde  von  Ivanov  et  al.  [33]  mittels  NMR
ethionin als  das  primäre  Ziel  im  HSA  bestätigt.  Sie
dentiﬁzierten Methionin  (nicht  dagegen  Cystein)  als  die
auptsächliche schwefelhaltige  Bindungsstelle  bei  der  Inter-
ktion von  Cisplatin  mit  verschiedenen  Arten  von  Albumin.
n derselben  Arbeit  wurde  ein  an  der  Bildung  eines  S,N-
akrochelats beteiligter  stickstoffhaltiger  Ligand  entdeckt.
ndererseits wurde  mittels  NMR  kein  Beleg  dafür  gefunden,
ass Histidinreste  bei  der  Bindung  von  Cisplatin  an  Albumin
ls N-Donoren  eine  Rolle  spielen.
Andere  Proteine,  die  im  Hinblick  auf  die  Bindungsrate  an
isplatin untersucht  wurden,  waren  Myoglobin,  Ubiquitin,
etallothionein und  noch  einmal  Transferrin  [6].  Die  Kine-
ik der  Bindung  von  Cisplatin  an  zelluläres  Metallothionein
ar pseudo-erster  Ordnung  und  die  Geschwindigkeitskon-
tante betrug  6,3  x  10-4/s  1  (1/2 =  18  min).  Cox  et  al.
34] dagegen  wiesen  durch  NMR-Messungen  einen  im
esentlichen zweiphasigen  kinetischen  Prozess  für  die
eaktion zwischen  Cisplatin  und  Apotransferrin  nach.
ie schlugen  vor,  dass  zelluläres  Metallothionein  erheb-
iche Mengen  an  Cisplatin  abfangen  kann  und  deshalb
esentlich zur  Resistenz  gegen  Cisplatin  beitragen  kann.
hnliche Interaktionen  mit  Albumin  wurden  auch  für  Pt-
altige Medikamente  der  dritten  Generation  wie  z.  B.
w
g
d
pB.  Michalke
xaliplatin  gezeigt  [50].  Dieser  Wirkstoff  wird  zunächst
urch sequenzielle  Abspaltung  des  Oxalat-Liganden  in
ine ,,Pt-CHXN’’-Spezies  [CHXN  =  (1R,2R)-Cyclohexan-1,2-
iamin] überführt.  Der  aktive  Metabolit  ,,Pt-CHXN’’  reagiert
asch mit  Schwefelfunktionen  in  kleinen  Biomolekülen  wie
lutathion, Cystein  und  Methionin  und  daraufhin  mit  Pro-
einen, Albumin  und  -Globuline,  unter  Ausbildung  einer
ovalenten Bindung  [6].
nteraktionen mit  kleinen  Liganden
isplatin und  Carboplatin  wurden  auch  im  Hinblick  auf
hre Reaktivität  mit  S-haltigen  Liganden  getestet,  ins-
esondere mit  L-Methionin  (L-Met).  Zur  Trennung  und
dentiﬁzierung der  Pt-Spezies  wurde  LC-MS  eingesetzt.
ie endgültigen  Reaktionsprodukte,  [(NH3)2(Met)]Pt  und
wei Isomere,  [(Met)2]Pt,  waren  in  beiden  Fällen  iden-
isch (Cisplatin  und  Carboplatin)  [35].  Die  Isomere  wiesen
nterschiedliche chromatographische  Retentionszeiten
uf. In  Gegenwart  einer  Natriumchloridlösung  (150  mM)
eagierte sowohl  Carboplatin  als  auch  Cisplatin  mit  L-
et zu  fünf  Methionin-Platin-Addukten.  Dieser  Befund
tützte Ergebnisse  von  Studien  anderer  Arbeitsgrup-
en, denen  zufolge  Carboplatin  in  diesem  Medium  in
isplatin umgewandelt  wird  [22].  Weitere  Untersuchun-
en konzentrierten  sich  auf  Oxaliplatin.  Luo  et  al.  [36]
eschrieben eine  HPLC-Methode  zur  Untersuchung  der
iotransformationsprodukte  von  Oxaliplatin  unter  Verwen-
ung von 3H-markiertem  Oxaliplatin  und 35S-markierten
ukleophilen (z.  B.  Glutathion,  Cystein,  Methionin,
arnstoff, Aspartat,  Creatinin  und  einige  andere)  zum
achweis von  ,,Pt-DACH’’-Biotransformationsprodukten
Pt-Komplexe,  die  1,2-Diaminocyclohexan-Carrierliganden
nthalten,  werden  als  ,,DACH’’-Komplexe  bezeichnet)
22]. Als  hauptsächliche  Biotransformationsprodukte
urden  ein  Pt-DACH-Biscysteinkomplex,  ein  Pt-DACH-
onomethioninkomplex  und  freies  DACH  identiﬁziert.
eniger häuﬁge  Produkte  waren  u.  a.  ein  Pt-DACH-
ichlorokomplex,  ein  Pt-DACH-Diglutathionkomplex  und  ein
t-DACH-Monoglutathionkomplex.
Die Interaktionen  von  Cisplatin,  Carboplatin  und  ihren
naloga mit  Nukleosid-Monophosphaten,  Di-  und  Trinukleo-
iden wurden  von  Keppler  und  Mitarbeitern  mittels  CE
n Kombination  mit  einem  Diodenarray-Detektor  systema-
isch untersucht  [37—40].  Die  Adduktbildung  führte  bei
en modiﬁzierten  Nukleotiden  im  Vergleich  zu  den  freien
ukleotiden zu  einer  deutlichen  Verschiebung  von  max in
inen niedrigeren  Energiebereich.  Daher  konnte  die  Iden-
iﬁzierung der  einzelnen  Platin-Nukleotid-Addukte  auf  der
rundlage sowohl  der  charakteristischen  UV-Spektren  als
uch der  Unterschiede  im  elektrophoretischen  Verhalten
rfolgen. Die  Kinetik  der  Bindungseigenschaften  von  5’-GMP
n Cisplatin  unter  simulierten  physiologischen  Bedingun-
en wurde  von  derselben  Gruppe  untersucht,  wobei  der
hloridkonzentration im  Inter-  und  Intrazellulärraum  beson-
ere Aufmerksamkeit  gewidmet  wurde  [38].  Es  konnte
achgewiesen werden,  dass  die  Bildung  von  Addukten  deut-
ich durch  die  Anwesenheit  von  Chloridionen  beeinﬂusst
ird. Darüber  hinaus  wurde  der  Einﬂuss  der  schwefelhalti-
en -Aminosäuren  L-Methionin  und  L-Cystein  untersucht,
ie eine  starke  Interaktion  mit  Pt-haltigen  Chemothera-
eutika zeigten.  Unglücklicherweise  liefert  die  Analyse
85
Abb.  3  Chromatogramme  einer  Serumprobe  nach  5  min,
3 h  und  24  h  Inkubation  mit  Cisplatin,  analysiert  auf  einer
Größenausschluss-Chromatographiesäule  Die  Signalintensität
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mittels  UV-spektroskopischer  Detektion  allein  nur  begrenzte
Strukturinformationen für  die  Platin-DNA-Addukte.  Daten
zur Struktur  wurden  jedoch  mittels  ESI-MS-Detektion  bei
der Charakterisierung  platinierter  DNA-Nukleotide  erhal-
ten [41].  In  zwei  weiteren  Arbeiten  schlug  Reedijk  vor,
dass in  Proteine  eingebaute  Pt-Methionin-Addukte  als  Platin-
Reservoir für  die  spätere  DNA-Platinierung  dienen  könnten
[42].
Interaktionen  mit  Nukleotiden
Alle oben  dargestellten  Untersuchungen  haben  gezeigt,
dass sich  bei  Patienten,  die  mit  Pt-haltigen  Medikamen-
ten behandelt  werden,  eine  große  Anzahl  von  Pt-Addukten
bildet, und  dass  die  Bildung  von  DNA-Addukten  mit  Cispla-
tin ein  entscheidender  pharmakokinetischer  Parameter  ist,
der bei  einer  Krebstherapie,  die  sich  auf  Pt-haltige  Medika-
mente stützt,  in  jedem  Fall  optimiert  werden  muss.  Daher
ist nicht  nur  die  Identiﬁzierung  von  Pt-DNA-Adduktspezies
sondern auch  die  Quantiﬁzierung  der  DNA-Addukte  mit  Cis-
platin außerordentlich  wichtig.  Folglich  haben  Sar  et  al.
[43] eine  Studie  durchgeführt,  bei  der  DNA-Nukleotide
nach in-vitro-Inkubation  mit  Cisplatin  mittels  ESI-Q-TOF-MS
untersucht wurden.  Es  gelang  die  strukturelle  Charakterisie-
rung der  zwischen  reinem  Guanosinmonophosphat  (dGMP)
und Cisplatin  gebildeten  Komplexe.  Anschließend  wurden
die DNA-Addukte  mittels  HPLC—ICP-MS  quantiﬁziert,  wobei
das DNA-Rückgrat  anhand  des 31P  in  P-Peptiden  detektiert
wurde. Dies  war  möglich  durch  den  Einsatz  einer  Kollisions-
zelle oder  einer  dynamischen  Reaktionszelle.  Gleichzeitig
wurde das 195Pt-Isotop  gemessen,  um  Cisplatin-DNA-Addukte
nachzuweisen.  Mit  diesem  Ansatz  war  eine  Schätzung  der
Konzentration der  Cisplatin-DNA-Addukte  in  in-vivo-DNA-
Proben möglich  [43].  Auf  das  Nukleotid  GMP  konzentrierten
sich auch  Arbeiten  von  Gammelgaard  et  al.  [44]  und  Hann
et al.  [45].  Ihre  Studien  waren  durch  die  Tatsache  motiviert,
dass die  Antitumor-Aktivität  von  Pt-haltigen  Medikamenten
im Allgemeinen  auf  ihrer  koordinativen  Bindung  an  freie
Elektronenpaare, insbesondere  am  Guanin,  beruht.  Daher
untersuchten beide  Gruppen  die  zeitaufgelöste  Interaktion
von Cisplatin  mit  Guanosin-Monophosphat,  wobei  sie  sich
insbesondere auf  die  Bildung  der  Mono-  und  Bis-Addukte  zwi-
schen  dem  Pt-Medikament  und  GMP  konzentrierten.  Hann
und Mitarbeiter  verfolgten  den  Ablauf  der  zeitabhängigen
Reaktion zwischen  Cisplatin  und  5’-GMP  mittels  HPLC-
ICP-MS. Aufgrund  des  zweistuﬁgen  Mechanismus  wurde
zusammen mit  dem  Hauptprodukt,  dem  Bis-Addukt  cis-
[Pt(NH3)2(GMP)2]2− ein  Mono-Addukt  als  Zwischenprodukt
beobachtet.  Darüber  hinaus  lieferte  die  HPLC—ICP-sf-MS
eindeutige stöchiometrische  Informationen  über  das  GMP-
Hauptaddukt. Zu  diesem  Zweck  wurde  das  Pt/P-Verhältnis
durch simultane  Messung  von 31P  und 195Pt  bestimmt.  Das
ermittelte Pt/P-Signalverhältnis  von  1/2  stimmt  mit  dem
molaren Verhältnis  im  Bis-Addukt  cis-[Pt(NH3)2(GMP)2]2−
überein.
Untersuchungen  in  Serum  oder  PlasmaCisplatin  ist  unter  den  zur  Chemotherapie  von  Hoden-  oder
Eierstockkrebs angewendeten  Medikamenten  immer  noch
die erste  Wahl  [3,4,46].  Seine  Nephrotoxizität  und  die
Entwicklung zellulärer  Resistenz  [47,48]  können  jedoch  zu
H
t
b
dezieht sich  auf 195Pt.  Aus  Szpunar  et  al.  [51],  mit  freundlicher
enehmigung  von  Elsevier.
omplikationen  führen,  und  nach  sehr  hoher  Dosierung  kann
s  zu  karzinogenen  und  genotoxischen  Effekten  kommen,  die
as Risiko  für  sekundäre  Malignome  deutlich  erhöhen.  Diese
ebenwirkungen von  Cisplatin  sind  die  Folge  von  Reaktio-
en des  Medikaments  mit  Serumkomponenten,  insbesondere
roteinen und  schwefelhaltigen  Aminosäuren.  Daher  wurde
ie Untersuchung  von  Biotransformationsprodukten  im
erum als  grundlegende  Voraussetzung  für  eine  systemati-
che Krebstherapie  und  als  der  logische  nächste  Schritt  nach
er Untersuchung  der  Pt-Protein-Interaktionen  in  Modelllö-
ungen angesehen.  Da  es  sich  bei  diesen  Experimenten  um
ie Weiterführung  der  oben  beschriebenen  Versuchen  zu
en aktiven  Pt-CHXN-Komplexen  mit  S-haltigen  Proteinen
andelt (siehe  Abschnitt  ,,Untersuchungen  in  Modelllösun-
en, die  Proteine  und/oder  andere  schwefelhaltige  Liganden
nthalten’’), wurden  sie  anschließend  mit  Plasma  durchge-
ührt. Dabei  wurde  festgestellt,  dass  etwa  85  %  des  gesamten
latins z.  B.  von  Oxaliplatin  innerhalb  von  5  Stunden  Inkuba-
ion an  Plasmaproteine  gebunden  waren.  Ähnliche  Resultate
urden erhalten,  wenn  die  Interaktion  des  Medikaments
it Gesamtplasma  oder  nur  mit  Albumin  untersucht  wurde
 [49,50].  Jedoch  ließ  sich  im  Fall  von  Oxaliplatin  keine
kkumulation von  Pt  beobachten,  was  z.  T.  die  fehlende
ephrotoxizität sowie  die  verzögerte  und  reversible  Neuro-
oxizität erklären  könnte.
Szpunar  et  al.  [15]  waren  die  ersten,  die  mit  SEC—ICP-
S kombinierte  Speziationsverfahren  einsetzten,  um  die
nteraktion von  Cisplatin  mit  Serum  zu  untersuchen.  Abb.
 zeigt  die  zeitabhängigen  Veränderungen  in  Chromato-
rammen einer  Serumprobe,  die  mit  Cisplatin  inkubiert
urde. Nach  3  h  Inkubation  waren  noch  etwa  80  %  des
edikaments ungebunden;  dieser  Wert  liegt  etwas  nied-
iger als  der,  welcher  in  früheren,  mittels  Ultraﬁltration
urchgeführten  Studien  beobachtet  worden  war.  Auch
elegte dieses  mittels  SEC  erhaltene  Ergebnis  (60  ±  10  kDa
ür den  Hauptbindungspartner  von  Pt)  deutlicher,  dass
SA (66,5  kDa)  ein  Pt-Bindungsprotein  ist,  als  die  mit-
els Ultraﬁltration  erhaltenen  Resultate.  Darüber  hinaus
ot die  Kombinationsmethode  im  Hinblick  auf  Geschwin-
igkeit, Zweckmäßigkeit,  Selektivität  und  Genauigkeit  bei
86  
Abb.  4  MECK-Elektropherogramm  von  mit  Cisplatin  gespik-
tem Serum  (Peak  1).  Elektrolyt:  110  mM  SDS,  50  mM  NaH2PO4,  pH
7,4. Die  MECK-Methode  war  optimiert  worden  mit  dem  Ziel,  die
Pt-Spezies von  den  Serum-Matrixkomponenten  zu  trennen.  Dies
resultierte auch  in  der  gewünschten  Separation  von  Cisplatin
von seinen  Hydrolyseprodukten  (Peaks  zwischen  9  und  23  min)
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wn den  Serumproben.  Aus  Huang  et  al.  [52],  mit  freundlicher
enehmigung von  Elsevier.
er  Unterscheidung  zwischen  den  verschiedenen  Protein-
etallkomplex-Konjugaten  erhebliche  Vorteile  im  Vergleich
u Methoden  auf  der  Grundlage  von  Ultraﬁltration  und
nschließender off-line  durchgeführter  Metallbestimmung.
edoch stellte  die  irreversible  Adsorption  von  Cisplatin  oder
einer  Hydrolyseprodukte  an  das  Säulenmaterial  ein  Problem
ar [6]  (siehe  Abschnitt  ,,Untersuchungen  in  Modelllösun-
en, die  Proteine  und/oder  andere  schwefelhaltige  Liganden
nthalten’’).
Huang et  al.  [52]  führten,  unter  Einsatz  der  mizellaren
lektrokinetischen  Kapillarchromatographie  (MECK)  und  der
sotachophorese (ITP)  mit  indirekter  UV-Detektion,  eine  wei-
ere  Studie  zur  Interaktion  von  Cisplatin  und  Serum  sowie  zur
uantiﬁzierung von  Hydrolyse-  und  Biotransformationspro-
ukten von  Cisplatin  durch.  Bei  dieser  Vorgehensweise  lag
ie  Nachweisgrenze  (limit  of  detection,  LoD)  für  Pt-Spezies
ei 2-5  mMol/l,  was  für  die  Untersuchung  von  Pt-Spezies  im
erum nach  partieller  Biotransformation  von  intravenös  ver-
breichtem Cisplatin  als  ausreichend  angesehen  wurde  [52].
ei dieser  Arbeit  stellte  sich  heraus,  dass  ein  zuvor  beschrie-
enes CE-Puffersystem  mit  50  mM  SDS,  das  zur  Trennung  von
ydrolyseprodukten von  Cisplatin  in  Modelllösungen  ausrei-
hend gewesen  war,  eine  nur  unzureichende  Trennung  von
t-Spezies in  Serumproben  ergab.  Daher  wurde  die  MECK-
ethode im  Hinblick  auf  die  Separation  der  Analytspezies
on den  Matrixkomponenten  im  Serum  optimiert.  Bei  einer
DS-Konzentration von  >  110  mM  wurde  die  Pt-Spezies  zufrie-
enstellend von  den  Serumkompontenten  getrennt.  Dadurch
erbesserte sich  die  gewünschte  Auﬂösung  zwischen  Cis-
latin und  seinen  Hydrolyseprodukten  in  Serumproben.
eiterhin beeinﬂusste  auch  die  Phosphatkonzentration  dierennung von  Cisplatin  von  seinen  Hydrolyseprodukten  und
usste sorgfältig  optimiert  werden.  Abb.  4 zeigt  die  Ana-
yse von  Cisplatin  in  gespiktem  Serum  nach  Optimierung  der
ECK-Methode.
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Mit den  Bedingungen  der  transienten  ITP,  die  der
ECK-Trennung vorgeschaltet  war,  wurde  eine  vorherige
ufkonzentrierung der  Pt-Spezies  ungeachtet  der  Leitfä-
igkeit der  Probe  erreicht.  Die  gleichzeitige  Anwendung
ieser Methode  entweder  auf  Cisplatin-Proben  in  wässri-
er, chloridhaltiger  Lösung  oder  auf  Cisplatin-Proben  in
erum ergab  vollkommen  verschiedene  (zeitabhängige)
isplatin/Monoaqua-Cisplatin-Quotienten,  wobei  diese  in
isplatin-Serum-Proben etwa  200-mal  höher  waren  (Ver-
ältnis 3,15-4,04).  Insgesamt  gesehen  zeigte  die  Kinetik  in
erum eine  ähnliche  Zeitabhängigkeit  wie  die  in  chloridhal-
iger Lösung  (siehe  [21]),  jedoch  lagen  die  Reaktionskon-
tanten deutlich  niedriger.  In  einer  aktuellen  Arbeit  unter-
uchten Moller  et  al.  erstmals  die  Anwendbarkeit  zweier
E—ICP-MS-Zerstäuber auf  Pt-Speziationsexperimente  [53].
hren Ergebnissen  zufolge  zeigte  der  CEI-100-Zerstäuber
ine fünffach  höhere  Sensitivität  und  wurde  daher  für  Expe-
imente zur  Bindung  von  Carboplatin  an  Serumproteine,  v.  a.
SA, verwendet.  Mit  steigender  Inkubationszeit  nahm  der
eak des  freien  Wirkstoffs  ab  und  es  erschien  ein  Pt-HSA-
eak. Die  Wiederﬁndung  lag  nach  5-minütiger  Inkubation
ei nahezu  100  %  im  Vergleich  zu  einem  internen  Standard,
obei aus  Gründen  der  Qualitätskontrolle  zwei  Pt-Isotope
emessen wurden.  Nach  24  h  lag  der  mittlere  Prozentsatz
es freien  Carboplatin  bei  etwa  70  %  und  nach  48  h  bei  etwa
0 %.
Xie et  al.  [5]  verwendeten  eine  ähnliche  SEC—ICP-MS-
echnik wie  Szpunar  et  al.  [51]  und  untersuchten  die
eitabhängige Reaktion  von  Carboplatin  mit  Serumprote-
nen. In  dieser  Arbeit  beobachteten  sie  den  Zeitverlauf
er Pt-Speziation  in  Plasmaproben  von  Patienten,  die
ich einer  Chemotherapie  unterzogen,  und  fanden,  dass
ie Konzentration  von  Carboplatin  abnahm,  während
arboplatin-HSA gebildet  wurde.  Der  Grund  dafür  war  der
irekte Austausch  von  Pt-Liganden  in  Carboplatin  durch
reie Sulfhydryl–(Thiol-)Gruppen  von  Cysteinresten  in  der
-Helix des  HSA.  Außerdem  wurde  Carboplatin--Globulin
ntersucht.
In einer  kürzlich  publizierten  Arbeit  setzten  Falta  et  al.
27] HILIC  in  Kombination  mit  ICP-Massenspektrometrie  zur
uantiﬁzierung von  Cisplatin,  Carboplatin  und  Oxaliplatin
n gespikten  humanen  Plasmaproben  ein.  Zunächst  unter-
uchten die  Autoren  die  Verteilung  dieser  Pt-Medikamente
n verschiedenen  Blutkompartimenten  wie  Vollblut,  Plasma-
elletfraktion, Plasma-Ultraﬁltrat  und  Protein-Restfraktion.
s stellte  sich  heraus,  dass  die  Verteilung  unabhängig  von
er anfänglichen  Konzentration,  aber  abhängig  vom  verwen-
eten Medikament  war.  Der  im  Ultraﬁltrat  vorgefundene
t-Anteil betrug  16,8  %,  56,8  %  und  10,4  %  im  Fall  von
isplatin, Carboplatin  bzw.  Oxaliplatin.  Mit  dem  HILIC—ICP-
S-Ansatz ließ  sich  schließlich  zeigen,  dass  88  ±  12  %  des
isplatins und  106  ±  7  %  des  Carboplatins  als  Ausgangssub-
tanz vorlagen,  Oxaliplatin  dagegen  blieb  nur  zu  34  ±  0,4  %
nverändert.
Es ist  erwähnenswert,  dass  die  Nebenwirkungen  von  Cis-
latin nicht  nur  auf  Reaktionen  mit  Proteinen  im  Serum
eschränkt sind,  sondern  auch  Komponenten  im  Zielge-
ebe betreffen.  Daher  wird  die  Charakterisierung  von
iotransformationsprodukten  in  Gewebe  als  weiterführende
ntersuchung zum  Verständnis  der  systematischen  Probleme
ei der  Krebstherapie  angesehen  und  hier  ebenfalls  kurz
rwähnt.
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bAnwendung  der  Platinspeziation  
Esteban-Fernández  et  al.  [54]  führten  In-vivo-
Experimente  an  Ratten  aus,  denen  Pt-Medikamente
injiziert wurden.  Die  Autoren  untersuchten  die  Bindung
von Platin  an  Proteine  in  der  Niere  und  im  Innenohr,
um die  nephrotoxischen  und  ototoxischen  Effekte  von
Pt-Medikamenten zu  charakterisieren.  Nach  Behandlung
von Ratten  mit  Cisplatin,  Carboplatin  und  Oxaliplatin  wurde
die Pt-Akkumulation  in  den  beiden  Organen  analysiert.  Die
Ergebnisse zeigten  deutlich,  dass  nicht  nur  der  (Gesamt-)  Pt-
Gehalt, sondern  vielmehr  die  Struktur  des  Medikaments  (die
tatsächliche Pt-Spezies)  für  die  Änderung  der  Organfunk-
tion verantwortlich  ist.  Speziationsstudien  an  Proben  der
Niere und  des  Innenohrs  mittels  2D-Flüssigchromatographie
(Größenausschlusschromatographie  + FPLC)  in  Kombination
mit ICP-MS  demonstrierten  eine  vollständige  Bindung  des
Platin an  Proteine.  Ein  Metallothionein-Standard  eluierte
bei derselben  Retentionszeit  wie  einige  der  cytosolischen
Pt-Biomoleküle. Peaks  des  freien  Pt-Medikaments  wurden
nicht beobachtet.
Untersuchungen  im  Urin  behandelter
Krebspatienten
Urin  wird  als  Matrix  für  das  Pt-Biomonitoring  verwendet,
um den  Zeitverlauf  der  Pt-Exkretion  nach  der  Verabreichung
zu verfolgen  und  die  biologische  Halbwertszeit  zu  bestim-
men. Außerdem  lassen  sich  die  Pt-Metaboliten  (Spezies),  die
letztlich vom  Organismus  ausgeschieden  werden,  charakte-
risieren. Auf  diese  Weise  könnte  sich  eine  Beurteilung  des
in-vivo-Metabolismus Pt-haltiger  Medikamente  durchführen
lassen.
Speziation des  Urins  von  Krebspatienten  zeigt,  dass  etwa
40 %  der  Ausgangssubstanz  (Cisplatin)  in  hydrolysierter  Form
als  Monoaqua-Cisplatin  exkretiert  werden  [21].  Der  restli-
che Teil  wird  als  (natives)  Cisplatin  exkretiert,  das  dann
entsprechend der  für  hohe  Chloridkonzentrationen  ermit-
telten Kinetik  hydrolysiert  wird.  In  einer  weiteren  Arbeit,
durchgeführt von  Tang  et  al.  [55],  wurde  die  Speziation  von
Platinverbindungen in  Urin  von  Patienten,  die  mit  Cisplatin
behandelt worden  waren,  mittels  HPLC—  ICP-MS  untersucht.
Bei der  Analyse  trat  als  Hauptkomponente  Cisplatin  auf,
jedoch wurden  auch  ein  Monoaqua-Cisplatinkomplex  und  ein
Pt-Creatininkomplex im  Verhältnis  1:1  identiﬁziert.  Letzte-
rer, so  wurde  festgestellt,  war  die  zweithäuﬁgste  Pt-Spezies
im Urin.  Weitere  Peaks  entsprachen  Cisplatin-Harnstoff
und Cisplatin-Harnsäure,  die  beide  durch  Vergleich  ihrer
Retentionszeiten mit  der  von  Standardsubstanzen  identiﬁ-
ziert wurden.  Bei  einem  parallel  durchgeführten  Experiment
wurde Urin  von  Carboplatin-behandelten  Patienten  unter-
sucht. In  diesem  Fall  war  die  hauptsächliche  Pt-Spezies
im Urin  die  Ausgangssubstanz  Carboplatin  [55].  Keine  der
seltener auftretenden  Spezies  stimmte  mit  einer  derjeni-
gen überein,  die  sich  in  Proben  nachweisen  ließen,  welche
nach einer  Cisplatin  Behandlung  genommen  worden  waren.
Drei Wochen  nach  der  Behandlung  war  es  anscheinend
zur Transformation  gekommen,  da  eine  der  Proben  sowohl
Cisplatin als  auch  dessen  Monoaqua-Komplex  enthielt.  Koel-
lensperger et  al.  [56]  entwickelten  eine  spezies-speziﬁsche
IDMS-Methode zur  genauen  Quantiﬁzierung  von  Carbopla-
tin in  Urin  mittels  LC—ESI-TOF-MS  und  LC—ICP-MS.  Bei  der
IDMS wurde  mit 194Pt  angereichertes  Carboplatin  eingesetzt.
d
s
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ur  Trennung  der  Spezies  musste  ein  Kompromiss  zwischen
usreichender Trennung  und  einer  Zusammensetzung  des
lutionsmittels gefunden  werden,  das  sowohl  für  die  ES-
ls auch  für  die  ICP-Ionisierung  geeignet  ist.  Mit  dieser
ethode waren  die  Autoren  in  der  Lage,  Carboplatin  in  Urin
bzutrennen und  genau  zu  quantiﬁzieren.  Die  kombinierte,
nalytische Gesamtunsicherheit  betrug  5,7%.
Untersuchungen  am  Abwasser  onkologischer  Stationen,
as den  Urin  der  Patienten  enthielt,  sind  in  [21]  beschrie-
en. Solche  Proben  enthalten  Metaboliten  von  Pt-haltigen
edikamenten sowie  die  exkretierten  restlichen  nativen  Pt-
edikamente aus  dem  Urin  der  Patienten,  darüber  hinaus
edoch wahrscheinlich  auch  zusätzliche  Reaktionsprodukte
es Abwassers  mit  Pt-Spezies  aus  dem  Urin.  Diese  Messungen
rgaben, dass  der  Anteil  des  exkretierten  intakten  Cispla-
ins etwa  ebenso  hoch  war  wie  der  von  Monoaqua-Cisplatin
Pt-Gesamtkonzentration:  60  g/l).  Anders  bei  Carboplatin:
ufgrund seiner  Stabiliät  erreichte  Carboplatin  die  Abwas-
eraufbereitung intakt  [57],  wohingegen  Messungen  im  Fall
on Oxaliplatin  mehr  als  15  verschiedene  Metaboliten  erga-
en sowie  nur  einen  geringen  Anteil  der  Ausgangssubstanz
58].
ntersuchungen  an  neuen  Pt-haltigen
edikamenten
m  Fall  neu  entwickelter  metallhaltiger  Krebsmedikamente
ind die  dargestellten  analytischen  Techniken  erforder-
ich, um  die  Interaktion  des  intakten  Wirkstoffs  mit
iologisch relevanten  Molekülen  sowie  seine  Umwandlung
nter physiologischen  Bedingungen  zu  untersuchen.  Vac-
hina et  al.  [59]  entwickelten  daher  auf  der  Basis  der
ationenaustausch-HPLC-ICP-MS  eine  Methode  zum  Nach-
eis des  neuen  Triplatinkomplexes  ,,BBT  3464’’  (als  frei
irkulierendes Medikament)  und  seiner  Metaboliten  im
erum. Die  LoD  war  sehr  niedrig,  0,5  g/l  Pt  bzw.  0,15  g/l
t nach  vorheriger  Aufkonzentrierung.  Diese  Methode  wurde
berprüft  und  als  geeignet  für  die  Bestimmung  von  unverän-
ertem ,,BBR  3464’’  in  humanem  Plasma  bei  einer  klinischen
hase-II-Studie befunden.
Darüber hinaus  ergab  eine  Auswertung  der  Literatur  zu
euen metallhaltigen  Krebsmedikamenten  nur  wenige  neue
andidaten für  Chemotherapeutika.  Diese  enthielten  jedoch
lle Rutheniumkomplexe,  die  nicht  Thema  dieses  Über-
ichtsartikels sind.
chlussfolgerungen
rebsmedikamente  auf  Platin-Basis  sind  wirksame  Chemo-
herapeutika und  im  Fall  der  meisten  Malignome  immer
och die  am  häuﬁgsten  eingesetzten  Wirkstoffe.  Ihr  Wirk-
echanismus hängt  ab  von  der  Interaktion  mit  DNA  und
er Inhibition  der  DNA-Polymerasereaktion,  was  letztlich  zur
poptose der  Tumorzelle  führt.  Beim  Transport  Pt-haltiger
edikamente sowie  ihrem  Wirkmechanismus  spielen  Serum-
roteine eine  wichtige  Rolle.  Es  hat  sich  herausgestellt,  dass
ei der  Ausbildung  von  Bindungen  an  Bioliganden  insbeson-
ere schwefelhaltige  Peptide  und  Proteine  von  Bedeutung
ind.
In diesen  wichtigen  Bereich  der  Forschung  zur
nwendung und  zum  Wirkmechanismus  von  Pt-haltigen
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hemotherapeutika  wurden  efﬁziente  analytische  Spezia-
ionsmethoden eingeführt.  Die  meisten  Methoden  stützen
ich auf  verschiedene  HPLC-Trenntechniken  in  direkter
ombination mit  sensitiven  und  selektiven  Detektionsme-
hoden. Die  ICP-Massenspektrometrie  nimmt  inzwischen
ine herausragende  Stellung  als  eine  solche  Detektions-
ethode ein,  da  sich  mit  ihr  vergleichsweise  einfach
t-speziﬁsche Signale  von  Krebsmedikamenten  und  ihren
ydrolyseprodukten online  messen  lassen.  Die  mittels
PLC-ICP-MS erhaltenen  Ergebnisse  wurden  durch  Struk-
urinformationen, z.  B.  aus  ESI-MS-Experimenten,  weiter
estützt. Bei  der  Aufklärung  rascher  kinetischer  Verän-
erungen wurden  zur  raschen  Trennung  von  Pt-Spezies
ogar Kapillarelektrophoresetechniken  eingesetzt.  Auf
iese Weise  haben  Methoden  der  Platinspeziation  erheblich
um Verständnis  der  Aktivierung  der  Medikamente  durch
ydrolyse bzw.  zu  ihrer  Inaktivierung  durch  Bindung  an
roteine beigetragen.  Solche  Untersuchungen  wurden  nicht
ur in  sorgfältig  kontrollierten  Modellen,  sondern  auch  in
erumproben von  Patienten  durchgeführt.  Die  Ergebnisse
er letzteren  Experimente  bestätigten  die  anhand  von
odelllösungen gewonnenen  Einsichten.  Die  Speziation
on Urinproben  von  Patienten  erbrachte  Informationen
um Zeitverlauf  der  Pt-Exkretion  und  über  die  biologische
albwertszeit. Weiterhin  ermöglichte  die  Pt-Speziation  in
rin den  Nachweis  von  Pt-Metaboliten,  die  letztlich  vom
rganismus ausgeschieden  wurden,  und  damit  die  Beur-
eilung des  Metabolismus  der  Pt-Medikamente  in  vivo.  Die
rgebnisse der  Pt-Speziation  wurden  auch  zur  Beurteilung
er Wirksamkeit  neuer  Chemotherapeutika  auf  Platin-Basis
ngewendet und  erbrachten  frühzeitige  Informationen  zu
hrer möglichen  Afﬁnität,  Reaktionen  mit  deaktivierenden
iganden einzugehen.
Es  besteht  kein  Zweifel,  dass  die  Platinspeziation  von
en interessanten  Entwicklungen  auf  dem  Gebiet  der
peziationsmethoden insgesamt  proﬁtieren  wird.  Darauf
ufbauend kann  sie  dazu  beitragen,  weitere  Probleme
ei der  Forschung  über  Pt-haltige  Medikamente  zu  lösen,
nd diesem  wichtigen  Forschungsfeld  einige  starke  Impulse
eben.
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